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１：序論 
	 T 細胞と抗原提示細胞との相互作用は免疫応答において最も重要なステップの 1 つであり、様々なア
クセサリー分子の相互作用により免疫応答のレベルが制御されている。 T 細胞への糖鎖認識分子である
レクチンの結合は細胞増殖、サイトカイン産生、細胞死の調節といった T 細胞の機能の調節に関与して
いる [1-3]。しかしながら、抗原提示時に抗原提示細胞上のレクチンが T 細胞上の糖鎖と結合する可能
性は十分に予想されるが、明らかにされた例はない。シグレックファミリー (Sialic acid-binding 
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 ヒト Siglecs は、上図に示したように複数の遺伝子が同定されており、内在性のシス及びトランスリ
ガンド、あるいは病原体上のシアル酸修飾されたタンパク質を認識する [7-9]。Siglec-3 (CD33)、-5、-7、
-9 は抗原提示細胞の 1 つである樹状細胞に発現するレクチンであり [10]、それぞれ特徴的な糖鎖認識
特異性を持つ。例えば、Siglec-3 は α2,3、 α2,6、及び α2,8 結合型のシアル酸残基を認識し、Siglec-5 
は α2,3 結合型のシアル酸残基を、Siglec-7 は α2,6 及び α2,8 結合型のシアル酸残基を認識する。
Siglec-9 は α2,3 及び α2,6 結合型のシアル酸残基を認識するが、特に α2,3 結合型のシアル酸残基に
強く結合する [11]。 T 細胞上には Siglecs はほとんど発現していないことから、 T 細胞上のシアル酸
修飾されたタンパク質は異なる細胞上に発現した Siglecs に結合する可能性が高い。上図に示すように、 
Siglecs の多くは細胞内に抑制性のシグナルモチーフである Immunoreceptor tyrosine-based 
inhibitory motif (ITIM) または ITIM 様モチーフを有し、 Siglecs の生物学的な機能に関する研究は主
にシスリガンドの結合に伴う抑制性の細胞内情報伝達について行われてきた [4-6, 10]。また、一部の研
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究は Siglecs による細胞間相互作用について行われてきたが、カウンターレセプター等のトランスリガ
ンドの研究は十分に行われているとは言えない [12-14]。 Siglec-2（CD22） はシスリガンドと結合し、
B 細胞のシグナル伝達を抑制するのみならず、トランスリガンドに結合することで細胞間の相互作用を
仲介する Siglec であることが知られている [15, 16]。例えば、 Siglec-2 の T 細胞上のトランスリガン
ドとの結合は T 細胞の活性化に影響を与える [17, 18]。 Lanuoe らは、癌細胞表面の抗原により B 細
胞受容体を介して B 細胞が刺激される際、その癌細胞上に Siglec-2 のリガンドが存在すると B 細胞
の活性化が抑制されることを明らかにした [19]。また、 Siglec-1 はマクロファージ上に発現しており、
シアル酸修飾されたリガンドとの相互作用を介して制御性 T 細胞の増殖を抑制する [20]。これらの知
見より、樹状細胞やマクロファージ等の抗原提示細胞に発現している Siglecs は発現細胞の活性を抑制
するだけではなく、抗原提示時において、 T 細胞上のトランスリガンドと結合することにより T 細胞
の活性を調節する可能性がある。 





示細胞による未感作 T 細胞の活性化は、T 細胞を介した免疫応答の調節において特に重要である。活性
化した未感作 T 細胞は null ヘルパ  ー T 細胞 （Th0） へと分化し、Th1 細胞もしくは Th2 細胞へ
と分化する。Th1 細胞は IL-2、IFN-γ および IL-12 などのサイトカインを産生し、ウイルスや細胞内
の病原菌、腫瘍細胞等に対して細胞性免疫を誘導する。Th2 細胞は IL-4、IL-5、IL-6 等のサイトカイ
ンを産生し、異物に対しての抗体産生を誘導する体液性免疫を誘導する。Th0 細胞からのTh1、Th2 細
胞への分化にはマクロファージや樹状細胞から産生される IL-10 (Th2) や IL-12 (Th1) が関与してい
る [25]。 
	 本研究では可溶型 Siglec-9 が T 細胞悪性リンパ腫細胞表面に発現する PHBs に結合することを明
らかにした。PHBs は種間で高度に保存された stomatin/prohibitin/flotillin/Hf1k/c (SPFH or PHB) ド
メインを有する分子で、主にミトコンドリア内膜に分布している [26]。 ミトコンドリア内膜において、 
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 また、PHBs はミトコンドリア以外の領域にも存在し、多様な機能を有している [28-30]。乳癌細胞
株において、核に分布する PHB1 は転写因子である E2F1、pRb、及び p53 と共局在しており、 E2F1 
あるいは p53 に制御される転写活性を調節している [31, 32]。PHB2はエストロゲン受容体と結合し、
この受容体の核への移行を阻害することでエストロゲンの作用を調節している [33]。腸管上皮細胞や脂
肪細胞の細胞表面には PHBs が発現していることが報告されており、Salmonella typhi 上の Vi 
polysaccharide は腸管上皮細胞上の PHBs と相互作用し、炎症反応を抑制する [34, 35]。また、マウ
スにおける PHBs のノックアウトは胎生致死を引き起こすことから、マウスの胚形成期においても重要
な役割を担っていると考えられている [36, 37]。さらに、Rajalingam らにより上皮性癌細胞において 
PHB1 が Ras と c-Raf の相互作用に関与し、 ERK のリン酸化を伴う下流のシグナル伝達に必須であ
ることが報告されている [38]。 
	 本研究において、以下の知見を得た。PHBs が活性化 T 細胞の細胞表面に誘導された。Jurkat 細胞
表面において、 PHBs が T 細胞受容体を構成する分子の １ つである CD3 と共局在することを示し
た。Jurkat 細胞及びヒト末梢血 T 細胞において、抗 CD3 抗体によるシグナル伝達は抗 PHBs 抗体
存在下で抑制され、さらに、抗体と同様の効果が PHBs に結合する Siglec-9 でも認められた。その結
果、 Jurkat 細胞、ヒト末梢血 T 細胞においてそれぞれ IL-2、IFN-γの産生が著しく低下した。Siglec-9
と PHBs の相互作用は、免疫応答の新たな抑制機構の 1 つと考えられ、免疫疾患への応用も視野に入
れ、詳細についてはさらに検討中である。 
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２：材料と方法 
２−１：動物及び細胞 
	 Balb/c マウス (5-7 週齢、♀) は清水実験材料より購入し SPF 環境で飼育した。 CHO-KI 細胞は 
ATCC より購入し、 2% 血清、 50 IU/ml penicillin、及び 50 µg/ml streptomycin を含む OPTI-MEM 
で培養した。T 細胞系悪性リンパ腫細胞株 Molt-3、 Molt-4、 CCRF-CEM、及び Jurkat 細胞は ATCC 
より購入した。マウス T 細胞はマウス脾臓細胞から Pan T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec) を用
いて分離した。マウス CD4+ 及び CD8+ T 細胞はマウス T 細胞よりそれぞれ anti-CD4 antibody-及
び CD8 MicroBeads (Miltenyi Biotec) を用いて調製した。ヒト T 細胞はヒト末梢血単核球から CD3 
MicroBeads (Miltenyi Biotec) あるいは Pan T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec) を用いて調製した。
それぞれの T 細胞は 10% 非働化血清 (Cell Culture Bioscience)、2 mM L-glutamine、50 IU/ml 




	 マウス及びヒト T 細胞 (1.5 x 106 個) は 100 nM phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 及び 
500 ng/ml イオノマイシンを用いて活性化した。また、マウス T 細胞は抗 CD3 抗体 (BioLegend, 
clone 145-2C11) を固相化した 6 well plate 上で、100 U/ml マウス IL-2 (CST) 及び 5 µg/ml 抗 
CD28 抗体 (BioLegend, clone 37.51) 存在下で培養し活性化した。ヒト T 細胞の細胞表面に PHBs を
誘導する目的で、抗 CD3/CD28 抗体固相化プレート （いずれも 10 µg/ml） 上で 40 時間培養した後
に、細胞を回収し、培地中でさらに 5 時間培養し、活性化 T 細胞とした。 
 
２−３：可溶型組換え Siglec-9 の調製 
	 全長の Siglec-9 遺伝子をコードする cDNA (GenBank Accession No. 14441) はヒト悪性リンパ腫





全長 Siglec-9 cDNA は pUC18 ベクターに導入した （pUC18-fSiglec-9）。 
Siglec-9 の細胞外領域をコードする遺伝子は pUC18-fSiglec-9 を元にして下記プライマーを用いて調
製した。 
 




Siglec-9 の細胞外領域をコードする cDNA は KpnI 及び BglII により切断し、同じく KpnI 及び 
BglII で切断した p3xFLAG CMV14 vector (SIGMA) に導入した (pFLAG-sSiglec-9)。得られたベク
ターを FuGENE 6 transfection reagent (Roche) を用いて CHO-KI 細胞に導入し安定発現株を調製
した。FLAG タグ付可溶型 Siglec-9 (WT-hsSiglec-9-FLAG) は WT-hsSiglec-9-FLAG 安定発現株の培
養上清より、抗 FLAG 抗体結合アガロースを用いたアフィニティークロマトグラフィーによって調製
した。 Arg120 を Ala に置換した変異型 Siglec-9 (RA-hsSiglec-9-FLAG) 及び V-set 領域を欠く欠損型 
Siglec-9 (ΔV-hsSiglec-9-FLAG) の発現ベクターは pFLAG-sSiglec-9 を鋳型にし、下記プライマーを用
いて PCR を行い、生成物を T4 DNA リガーゼにより繋ぎ合わせることによって調製した。 
 
(RA-hsSiglec-9-FLAG) 
プライマー５；5’-GCT ATG GAG AAA GGA AGT ATA AAA TGG-3’ 
プライマー６；5’-AAA GAA GTA TCT CCC CGC ATC AC-3’ 
 
(ΔV-hsSiglec-9-FLAG) 
プライマー７；5’-TTG ACC CAC AGG CCC AAC-3’ 
プライマー８；5’-TGT CTG TCC TTC CGC CCT C-3’ 
 
得られた発現ベクターを Fugene HD transfection reagents (Promega) を用いて CHO-KI に形質導
入した。形質導入後の CHO-KI 細胞を 2 日間培養し、培養上清を回収した。得られた培養上清に抗 
FLAG 抗体結合アガロースを加え、一晩撹拌した後、PBS で洗浄し、組換え Siglec-9 結合アガロース 
(WT-、RA-、及び ΔV-hsSiglec-9-agarose) を調製した。  
 
２−４：FACS による解析 




	 T 細胞系悪性リンパ腫細胞株の細胞表面タンパク質を EZ-Link sulfo-NHS biotin (Thermo 
Scientific) を用いて標識した。標識後の細胞から細胞溶解緩衝液 (50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、150 mM 
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NaCl、1% Triton-X100、2 mM EDTA、及び 1% protease inhibitor cocktail (nacalai tesque) ) を用い
て細胞抽出液を調製した。細胞抽出液に  WT-hsSiglec-9-FLAG 結合アガロース 
(WT-hsSiglec-9-agarose) を加え一晩撹拌した。撹拌後の担体を細胞溶解緩衝液で洗浄し、結合したタン
パク質を SDS-PAGE し、続いてウェスタンブロッティング を行った。転写した PVDF 膜を 5% BSA 
含有 PBS でブロッキングし、 streptavidin-HRP (Invitrogen) を用いてビオチン化タンパク質を検出
した。膜上のバンドは LAS4000 (GE Healthcare) を用いて可視化した。WT-hsSiglec-9-agarose を充
填したアフィニティーカラムに Molt-3 細胞抽出液を通し、 Siglec-9 結合タンパク質を溶出した。溶出
画分を濃縮し、 SDS-PAGE 後、銀染色を行った。 Siglec-9 結合タンパク質を含んだバンドをゲルか
ら切り出し、トリプシン消化後 AXIMA Performance (Simadzu Biotech) により質量分析を行った。 
 
２−６：免疫化学的手法による Siglec 結合タンパク質の同定 
	 Jurkat 細胞及び Molt-3 細胞から調製した細胞抽出液に WT-hsSiglec-9-agarose を加え、一晩撹拌
した。担体を細胞溶解緩衝液で洗浄後、結合したタンパク質を溶出し、 SDS-PAGE 後、ウェスタンブ
ロッティングを行った。ブロッキング後の PVDF 膜をマウス抗 PHB1 抗体 (Neo Markers、 clone 
II-14-10) 及びウサギ抗 PHB2 抗体 (BETHYL) で処理し、それぞれのタンパク質を HRP 標識抗マウ
ス抗体、 HRP 標識抗ウサギ抗体を用いて検出した。バンドは前述の方法により可視化した。他の Siglec 
と PHBs との結合を検討する目的で、同様の実験を Fc タグ付 Siglec-3、-5、及び -7 結合 magnetic 
beads (Siglec-3、 -5、 -7-beads) を用いて行った。 
 
２−７：活性化 T 細胞における PHBs の分布の検討 
	 一部の活性化及び未刺激 T 細胞を、細胞溶解緩衝液を用いて溶解し、細胞抽出液を調製した。また、
刺激後各時間に回収した細胞の抽出液を調製し、 SDS-PAGE 及びウェスタンブロッティングを行った。
一方の活性化及び未刺激 T 細胞の細胞表面タンパク質を EZ-Link sulfo-NHS biotin を用いて標識し
た。標識後の細胞の細胞抽出液に streptavidin-Sepharose (GE Healthcare) を加え一晩撹拌した。担体
を細胞溶解緩衝液で洗浄し、結合したタンパク質について SDS-PAGE 後、ウェスタンブロッティング 
を行った。ブロッキング後の PVDF 膜をマウス抗 PHB1 抗体 (Neo Markers、 clone II-14-10) 及び
ウサギ抗 PHB2 抗体 (BETHYL) で処理し、それぞれのタンパク質を HRP 標識抗マウス抗体、 HRP 
標識抗ウサギ抗体を用いて検出した。バンドは前述の方法により可視化した。さらに、マウス抗 β-actin 
抗体 （SIGMA）、ヤギ抗 Lamin B 抗体 (Santa cruz)、及びウサギ抗 Voltage-dependent anion channel 
(VDAC) 抗体 (CST) を用いて、 PVDF 膜上のそれぞれのタンパク質を検出した。 
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２−８：PHB1 及び PHB2 のゲル濾過 
	 マウス脾臓より調製した T 細胞を PMA/イオノマイシンで活性化後、細胞表面分子をビオチンにより
標識した。細胞の抽出液を Sephadex G-75 (1 x 42 cm、 GE Healthcare) を用いたゲル濾過により分画
した。試料は溶出緩衝液 (50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、 150 mM NaCl、 1% TritonX-100、 及び 2 mM 
EDTA) を用いて溶出し、 １ フラクションあたり 0.65ml の容量で 80 フラクションを回収した。溶
出液の一部を Zeta-probe 膜へ Dot blot し、ビオチン化タンパク質 (細胞表面タンパク質) を検出した。
また、各フラクションに含まれるビオチン化タンパク質を streptavidin-Sepharose を用いて沈降し、
SDS-PAGE 及びウェスタンブロッティング を行い、 PHB1 及び PHB2 を前述の方法により検出し
た。 
 
２−９：Jurkat 細胞表面における PHB1、 PHB2、及び CD3 の検出  
	 Jurkat 細胞懸濁液 (5x105 個) に 5 µg/ml マウス抗ヒト CD3 抗体 (Millipore、 clone UCHT1) 及
び 2.5 µg/ ml ウサギ抗 PHB1 抗体 (ABGEBT)、あるいは 5 µg/ml マウス抗ヒト CD3 抗体及び 2.5 
µg/ml ウサギ抗 PHB2 抗体 (BETHYL) を加え、 4 °C で 1 時間撹拌した。細胞を PBS で洗浄した
後に Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG 抗体 (Molecular Probes) 及び Alexa Fluor 594 標識抗ウサ
ギ IgG 抗体を加え二次抗体反応を行った。Jurkat 細胞懸濁液 (5x105 個) に 5 µg/ml マウス抗ヒト 
CD3 抗体  (Millipore、  clone UCHT1) 及び  5 µg/ ml PHB1 結合ビオチン化ペプチド 
(CKGGRAKDC) を加え、 4 °C で 1 時間撹拌した。細胞を PBS で洗浄した後に Alexa Fluor 488 標
識抗マウス IgG 抗体 (Molecular Probes) 及び Alexa Fluor 594 標識 streptavidin を加え、 4 °C で 
1 時間撹拌した。 4% paraformaldehyde により細胞を固定後、核を DAPI で染色し、 Prolong Gold 
Antifade Reagent (Invitrogen) を用いてスライドガラス上に封入した。  
 
２−10：Molt-3 細胞表面タンパク質の過ヨウ素酸処理 
	 Molt-3 細胞の細胞表面に存在するシアル酸残基を開裂する目的で、 2 mM NaIO4 を含む PBS 中で 
0 °C、 30 分間細胞を処理した。 
 
２−11： Siglec-9 の PHBs への結合 
	 Molt-3 細 胞 抽 出 液 に  WT-hsSiglec-9-agarose 、  RA-hsSiglec-9-agarose 、 あ る い は 
ΔV-hsSiglec-9-agarose を加え、 4℃ で一晩撹拌した。コントロール実験は抗 FLAG 抗体結合アガロ
ースを用いて行った。 PHBs は前述した方法で検出し、また、Siglec-9 は HRP 標識抗 FLAG 抗体
を用いて検出した。 
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２−12：抗原提示ビーズの調製 
	 抗 CD3 抗体結合ビーズはプロテイン A 結合 magnetic beads (Millipore) と抗 CD3 抗体を 4℃ 
で 3 時間インキュベートすることにより調製した。Siglec-9 結合ビーズ、抗 PHBs 抗体結合ビーズは
それぞれプロテイン A 結合 magnetic beads と Fc タグ付 Siglec-9 (R＆D)、抗 PHB1 抗体 
(ABGENT)、あるいは抗 PHB2 抗体 (BETHYL) を 4℃ で 3 時間インキュベートすることにより調
製した。Siglec-9 と 抗 CD3 抗体が共に結合したビーズ (Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズ) はプロテ
インA 結合 magnetic beads、 Fc タグ付 Siglec-9、及び抗 CD3 抗体を共に 4℃ で 3 時間インキュ
ベートすることにより調製した。抗 PHBs 抗体と 抗 CD3 抗体が共に結合したビーズ (抗 
PHBs-CD3 抗体ビーズ) は抗 PHB1 抗体あるいは抗 PHB2 抗体と抗 CD3 抗体を共に 4℃ で 3 
時間インキュベートすることにより調製した。 
 
２−13：抗原提示細胞ビーズによる Jurkat 細胞及び活性化 T 細胞の処理  
	 Jurkat 細胞 (5x104 個) を抗 CD3 抗体結合ビーズで刺激し、TCR シグナル伝達を誘導した。以下
の 3 通りの方法で、 TCR シグナル伝達に対する 抗 PHBs 抗体の影響を検討した。 (1) 抗 
PHB1-CD3 抗体結合ビーズあるいは抗 PHB2-CD3 抗体結合ビーズ、(2) 抗 PHB1 抗体結合ビーズあ
るいは抗 PHB2 抗体結合ビーズと抗 CD3 抗体結合ビーズ、 (3) 抗 CD3 抗体結合ビーズと可溶型抗 
PHB1 抗体あるいは抗 PHB2 抗体により Jurkat 細胞を処理した。10 分後、細胞を回収し、細胞抽
出液を SDS-PAGE し、続いてウェスタンブロッティングを行った。PVDF 膜に転写されたリン酸化 
ERK1/2 及び ERK1/2 はそれぞれマウス抗リン酸化 ERK1/2 抗体 (CST) 及びウサギ抗 ERK1/2 抗
体 (CST) を用いて検出した。マウス抗体、ウサギ抗体の二次抗体として、 それぞれ、HRP 標識抗マ
ウス IgG 抗体、 HRP 標識抗ウサギ抗体 (共に Invitrogen) を用いた。バンドの濃さは Image J 
software により数値化した。TCR シグナル伝達に対する Siglec-9 の影響について、以下の 3 通りの
方法で検討した。 (1) Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズ、 (2) Siglec-9 結合ビーズ及び抗 CD3 抗体結
合ビーズ、あるいは (3) 可溶型 Siglec-9 及び抗 CD3 抗体結合ビーズ存在下で細胞を処理した。 3-60 
分後、細胞を回収し、細胞抽出液を SDS-PAGE し、続いてウェスタンブロッティングを行った。前述
の方法によりリン酸化 ERK1/2 及び ERK1/2 を検出した。 同様に、リン酸化 c-Raf 及び c-Raf はそ
れぞれウサギ抗リン酸化 c-Raf 抗体 (CST) 及びマウス抗 c-Raf 抗体 (BD) を用いて検出した。 
	 未刺激 T 細胞及び活性化 T 細胞 (各 1x105 個) を抗 CD3 抗体結合ビーズで刺激し、TCR シグナ
ル伝達を誘導した。 Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズを用いて、 TCR シグナル伝達への Siglec-9 の
影響について検討した。調製した 2 種の細胞をこれらのビーズで処理し、30 分後に細胞を回収し、細
胞抽出液を SDS-PAGE 後、ウェスタンブロッティングを行った。前述の方法によりリン酸化 ERK1/2 
及び ERK1/2 を検出した。 
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２−14：Jurkat 細胞への siRNA の導入 
	 添付文書に従って、6 穴細胞培養プレートで培養した Jurkat 細胞 (2 x 105 個) に Lipofectamine 

















	 Jurkat 細胞により産生された IL-2 を Human IL-2 ELISA Kit (eBioscience) を用いて添付文書に
従い測定した。IFN-γ を産生する活性化 T 細胞数を Human IFN-γ ELISPOT Kit (eBioscience) を用
いて以下の通り測定した。抗 IFN-γ 抗体を固相化した ELISPOT プレート（Millipore）上で抗 CD3 抗
体結合ビーズあるいは Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズ存在下で活性化 T 細胞を培養した。48 時間後、
細胞及びビーズを除いたプレートにビオチン化抗 IFN-γ 抗体、streptavidin-HRP を順次加え、
3-amino-9-ethyl carbazole により発色した。検出したスポット数を解剖顕微鏡下で計測した。 
 
２−16：有意差検定 
	 Student’s t test によりデータの有意性を検討し、p < 0.05 を有意とみなした。 
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３：結果 
３−１：T 細胞表面における Siglec-9 結合タンパク質の検索  
	 T 細胞悪性リンパ腫細胞株を用いて、細胞表面における Siglecs 結合タンパク質を検索した。Siglec-9 
は抗原提示細胞である樹状細胞やマクロファージに発現しており、抗原提示時に T 細胞上のトランスリ
ガンドと Siglec-9 の相互作用を想定した [10]。 Siglec-9 の細胞外領域のみを有する可溶型の FLAG 
タグ付 Siglec-9 用いて、 T 細胞株 (Molt-3、Molt-4、CCRF-CEM 及び Jurkat 細胞) の細胞表面へ
の Siglec-9 の結合を FACS により検討した。その結果、今回用いた全ての T 細胞株において、 
Siglec-9 の結合が認められた（図 1A）。SIglec-9 結合タンパク質を同定する目的で、用いた細胞株の細
胞表面タンパク質をビオチン化し、細胞抽出液を調製した。各細胞の抽出液に可溶型 Siglec-9 を加え、
Siglec-9 結合タンパク質を沈降した。沈降物を SDS-PAGE し、続いてウェスタンブロッティングを行
い、膜上のビオチン化タンパク質を検出したところ、全ての細胞株において分子量約 28 kDa、 31 kDa 
の 2 本のバンドが認められた（図 1B）。すなわち、細胞表面に存在するこの両タンパク質が Siglec-9 に
結合することが分かった。これらのバンド以外には、細胞間で共通の Siglec-9 結合タンパク質は認めら
れなかった。また、抗 FLAG 抗体結合アガロースを用いたコントロール実験では 2 本のバンドは認め
られなかった。 
	 これらの Siglec-9 結合タンパク質を同定する目的で、Molt-3 細胞抽出液を WT-hsSiglec-9-agarose 
を用いたアフィニティーカラムクロマトグラフィーを行い、溶出されたタンパク質を SDS-PAGE 後、
銀染色を行った (図 2A)。前述の 2 本のバンドを切り出し、トリプシン消化により得たペプチド断片を
質量分析した結果、図 2B に示すように、解析されたアミノ酸配列（赤字）はそれぞれPHB1、PHB2 の
部分配列と一致した。さらに、Molt-3 及び Jurkat 細胞抽出液より調製した Siglec-9 結合タンパク質
を試料とし、SDS-PAG 後、ウェスタンブロッティングを行い、転写されたタンパク質を抗 PHB1、 
PHB2 抗体で確認したところ、図 2A で見られた分子量約 28 kDa と 31 kDa の位置にそれぞれのバ
ンドが認められたことから、Siglec-9 と結合した 2 つのタンパク質は、PHB1、PHB2 であることが
免疫化学的にも確認された (図 2C)。 
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図 1： T 細胞株における Siglec-9 結合タンパク質の検索 
(A) T細胞株 (Molt-3、 Molt-4、 CCRF-CEM 及び Jurkat 細胞、各 5x105 個) の懸濁液に WT-hsSiglec-9-FLAG を加え、
撹拌後、 FITC 標識抗 FLAG 抗体を用いて検出した（実線）。コントロール実験として二次抗体のみを用いた（filled 
histgrams）。(B) 細胞表面タンパク質をビオチン化した T 細胞株から調製した細胞抽出液に、WT-hsSiglec-9-agarose 
(Siglec-9： +) 及び anti-FLAG-agarose (Siglec-9： -) を加え、インキュベート後、結合タンパク質をSDS-PAGEし、ウェ
スタンブロッティング後、ビオチン化されたタンパク質を検出した。 
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図 2： Siglec-9 結合タンパク質の同定 
(A) Molt-3 細胞抽出液より、 WT-Siglec-9-agarose に結合するタンパク質を電気泳動し、銀染色を行った。Band-1 及び 
Band-2 と示した部分を切り出し、トリプシン消化後、 MALDI-TOF mass spectrometer により解析した。(B) 得られたペ
プチド断片の配列 (赤字)は それぞれ PHB1、 PHB2 中のペプチド配列と一致した。(C) 細胞表面タンパク質をビオチン標
識した Molt-3、 Jurkat 細胞より細胞抽出液を調製し、 WT-hsSiglec-9-agarose を加え、結合したタンパク質をSDS-PAGE
し、続いてウェスタンブロッティングを行った。ビオチンの検出 (a)、抗 PHB1 抗体による検出 (b)、及び抗 PHB2 抗体
を用いた検出 (c) を行った。 
 
  樹状細胞やマクロファージには Siglec-9 以外にもいくつかの Siglec が発現していることから、他の 
Siglec に関しても PHBs との結合を検討した。可溶型 Siglec-3、-5、-7 を Molt-3 細胞抽出液に加え、
沈降物を同様に解析した。Siglec-3 による沈降物を解析した結果、 Siglec-9 と同程度の PHBs が検出
されたが、Siglec-5 及び Siglec-7 の沈降物においてはほとんど検出されなかった（図 3A）。本研究で
検討した全ての Siglec は親和性の違いはあるものの、全て α2,3 あるいは α2,6 結合型のシアル酸残基
を認識する [39]。 PHB1 は 2 つの N 型糖鎖結合部位であるトリプレット構造をもつことが報告され
ている [40]。 PHBs と Siglec-9 の結合におけるシアル酸残基を含む糖鎖の関与を検討する目的で、過
ヨウ素酸処理により Molt-3 細胞表面のシアル酸残基を開裂し、その細胞抽出液を用いて Siglec-9 結合
タンパク質を検出した。図 3B に示すように、過ヨウ素酸処理後もPHBs は Siglec-9 への結合活性を
保持していた。さらに、Molt-3 細胞抽出液を N-グリカナーゼ、 O-グリカナーゼ で処理した後も PHBs 
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は Siglec-9 への結合活性を保持していた（データは示していない）。Siglec-9 のシアル酸への結合には、
120 番目の Arg が必須であることから、Arg120 を Ala に置換した変異型 Siglec-9 （RA）、Arg120 を
含む V-set 領域を欠いた欠損型 Siglec-9 （ΔV） を調製した（図 3C）[41]。WT-Siglec-9、RA-Siglec-9、
ΔV-Siglec-9 がそれぞれ結合した担体を Molt-3 細胞より調製した細胞抽出液に加えて、沈降物を同様に
解析した。その結果、WT-Siglec-9 のみが PHBs に結合することが分かった（図 3D）。従来、Arg120 の
陽性荷電とシアル酸の陰性荷電の相互作用が両者の結合に必須とされることから、Arg 残基の陽性荷電
と PHBs のペプチド鎖上の陰性荷電が両者の結合に関与していることが示唆された。 
 
図 3： Siglec-9 と PHBs の相互作用の性質 
(A) Molt-3 細胞抽出液に プロテイン A 結合 magnetic beads (a、コントロール)、 Siglec-3-beads (b)、 Siglec-5-beads (c)、 
Siglec-7-beads (d)、 及び SIglec-9-beads (e) を加え、インキュベートした。結合したタンパク質を SDS-PAGE し、続い
てウェスタンブロッティングを行い、 PHB1、 PHB2 を検出した。 (B) Molt-3 細胞を 0˚C で30分間、過ヨウ素酸で処理
後、細胞表面のタンパク質をビオチン化し、細胞抽出液を調製した。同様に Siglec-9 結合タンパク質を streptavidin-HRP を
用いて検出した。 (C) 調製した3種の組換え Siglec-9 の模式図を示した。(D) Molt-3 細胞抽出液中に anti-FLAG-agarose (a)、 
WT-hsSiglec-9-agarose (b)、 RA-hsSiglec-9-agarose (c)、及び ΔV-hsSiglec-9-agarose (d)を加え、結合したタンパク質を
SDS-PAGEし、続いてウェスタンブロッティングを行い、 PHB1、 PHB2 及び各種 FLAG タグ付Siglec-9を検出した。 
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３−２：T 細胞の活性化に伴う PHBs の発現誘導 
	 上述したように、T 細胞株の細胞表面に PHBs が発現していることから、正常 T 細胞についても検
討したが、細胞表面での PHBs の発現は認められなかった。次に、活性化 T 細胞の PHBs の発現に
ついて検討した。マウス脾臓より T 細胞を調製し、PMA 及びイオノマイシンにより活性化した。未刺
激 （0 時間）、刺激後 24-72 時間の細胞を回収し、細胞抽出液を調製した。細胞抽出液を SDS-PAGE 
後、ウェスタンブロッティングを行い、 PHB1 及び PHB2 を検出した。図 4A に示したように、マ
ウス PHB1、 PHB2 は刺激後 48 時間経過して、その発現量がそれぞれ 2、 2.5 倍に増加した。 同
様に刺激した細胞について、細胞表面のタンパク質をビオチン標識した。前述した方法により細胞抽出
液を調製し、streptavidin-Sepharose を用いて細胞表面タンパク質を分離し、 SDS-PAGE 後、ウェス
タンブロッティング を行い、 PHB1、 PHB2 を検出した。細胞表面の PHB1、 PHB2 の発現量は
刺激後 48 時間で、それぞれ 66、 28 倍に増加した（図 4A）。細胞表面における PHBs の発現の誘
導が、 T 細胞のサブクラスによって異なるかどうかを検討する目的で、マウス脾臓より CD4+、あるい
は CD8+ T 細胞を調製し、前述の方法と同様にそれぞれの細胞全体及び細胞表面における PHBs の発
現量の変化を検討した。その結果、いずれの T 細胞においても、細胞全体の PHBs の発現が亢進し、
その中で細胞表面における PHBs の発現の亢進がより顕著に認められた（図 4B）。 PMA 及びイオノ
マイシンを用いた T 細胞の活性化は生理的条件での活性化とは大きく異なるため、マウス脾臓より調製
した T 細胞を抗 CD3/CD28 抗体で刺激し、細胞全体及び細胞表面における PHBs の発現を検討した。
その結果、より生理的条件に近い条件で活性化された T 細胞も PMA/イオノマイシンで刺激した T 細
胞と同様に刺激後 48 時間で最も高い PHBs の発現が認められ、同様に細胞表面における発現の亢進
が顕著であった（図 4C）。 
	 次に、ビオチン化された PHBs がすべて細胞膜由来であることを確認する目的で以下の実験を行った。
活性化 T 細胞表面をビオチンにより標識した後に、細胞の抽出液を調製し、streptavidin-Sepharose を
用いてビオチン化されたタンパク質を沈降した。沈降したタンパク質を SDS-PAGE し、続いてウェス





	 マウスの脾臓 T 細胞の活性化に伴い、細胞全体の PHB1、 PHB2 のうちそれぞれ 20％、 29％ が
細胞表面に誘導された。細胞表面における PHBs の発現の亢進は、新たに合成されものに加えて、細胞
内より移動したものも存在することが予想されるが、その機構は明確でない（図 4E）。ヒト末梢血より
調製した T 細胞においても T 細胞の活性化に伴う PHBs の発現量の変化を検討した。 PMA 及びイ
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オノマイシンで刺激した結果、マウス T 細胞と同様に細胞全体での PHB1、PHB2 の発現がそれぞれ 
5.4、 2.3 倍に増加した。細胞表面における発現の変化はより顕著で、それぞれ 16、 23 倍に増加した
（図 5A、B）。従って、 T 細胞の活性化に伴う PHBs の細胞表面への誘導はマウスとヒトに共通の現
象であることが分かった。 
 
図4 マウス活性化 T 細胞における PHBs の分布 
(A) マウス脾臓より調製した T 細胞を、PMA 及びイオノマイシンで刺激後 0-72 時間培養した。一定時間経過後、一部の
細胞を細胞溶解緩衝液で溶解し、 SDS-PAGE の試料とした。また、一部の細胞の細胞表面タンパク質をビオチン化し、 
streptavidin-Sepharose を用いて細胞表面のタンパク質を分離し、 SDS-PAGE の試料とした。それぞれの試料を 
SDS-PAGE し、続いてウェスタンブロッティングを行い、 PHB1、 PHB2 及び β-actin を検出した。棒グラフは未刺激細
胞より調製した試料における PHB1（■）、 PHB2（□） の発現を 1 とした時の、活性化 T 細胞より検出したこれらの分
子の相対的発現量を示す。 (B)マウス CD4+ 及び CD8+ T 細胞を調製し、 PMA/イオノマイシンで 刺激後48 時間培養し
た。(A)と同様に刺激後の細胞における、細胞表面 （Cell surface）、細胞全体 （Total cell） での PHB1、及び PHB2 の
発現を示した。 (C) マウス脾臓より調製した T 細胞を IL-2 存在下で、抗 CD3 抗体及び抗 CD28 抗体を用いて刺激し 48 
時間培養した。刺激後の細胞を (A) と同様に処理し、細胞表面 （Cell surface）、細胞全体 （Total cell） での PHB1、及
び PHB2 の発現を示した。（D） （A） と同様に細胞表面タンパク質、全細胞抽出液を調製し、 SDS-PAGE 及びウェス
タンブロッティングを行い、 β-actin、 Lamin B、及び VDAC を検出した。 （E） 活性化 T 細胞について細胞全体、細
胞表面に分布している PHB1、 PHB2 の発現を示した。 
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図5： ヒト活性化 T 細胞における PHBs の分布 
(A) ヒト末梢血より T 細胞を調製し、 PMA/イオノマイシンで刺激後 48 時間培養した。 （図 4A）と同様に処理した細
胞について、細胞表面 （Cell surface）、細胞全体 （Total cell） での PHB1、及び PHB2 の発現を示した。(B) 棒グラフ
は未刺激細胞より調製した試料における PHB1（■）、 PHB2（□） の発現を 1 とした時の、活性化 T 細胞より検出した
これらのタンパク質の相対的発現量を示す。データは 4 回実験を行って得られた結果の平均値、エラーバーは標準偏差を示
す (n = 4, *p < 0.05)。 
 
  PHB1 と PHB2 はミトコンドリア内膜において、ヘテロ二量体を形成し、さらに他分子と会合し巨
大な複合体を作っていることが報告されている [27]。細胞膜表面においてこれらの分子がどのような複
合体で存在しているかは未だ明らかになっていない。細胞表面タンパク質をビオチンで標識し、細胞表
面及び細胞内の PHBs の分子サイズを、 Sephadex-G75 を用いたゲル濾過により推定した。その結果、
分子量 75 kDa 以上の分子が溶出される素通り画分にビオチン化された細胞表面の PHBs、及び細胞内
の PHBs が検出された。細胞内に存在している PHBs は主にミトコンドリア由来と考えられる。細胞
内及び細胞表面の PHBs は共に同様の溶出パターンを示すことから、細胞膜表面においても PHB1、 
PHB2 は巨大な分子複合体を形成していることが考えられる（図 6A、B）。 
 





















図 6：細胞表面及び細胞内 PHBs のゲル濾過クロマトグラフィー  
細胞表面タンパク質をビオチン標識した活性化マウス T 細胞より調製した細胞抽出液を Sephadex G-75 を用いたゲル濾
過により分画した。 (A) 得られたフラクションの一部を Zeta-Probe Membrane 上にプロットし、ビオチン化されたタンパ
ク質を検出した。Streptavidin-Sepharose をフラクションの一部に加え、ビオチン化されたタンパク質とされていないタン
パク質とを分離した。それぞれの試料をSDS-PAGEし、続いてウェスタンブロッティングを行い、 PHB1 及び PHB2 を
検出した。(B) (A) で得られた結果より、ビオチン化された全タンパク質（■）、PHB1（●）、及びPHB2（○）のバンドあ
るいはドットの濃さを数値化し、グラフにプロットした。矢頭の A、 B、及び C はそれぞれ標準物質である blue dextran 
2000 (2000 kDa)、 conalbumin (75 kDa)、及び carbonic anhydrase (29 kDa) を示す。 
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３−３：Jurkat 細胞表面における PHB1 及び PHB2の発現と分布 
	 本研究に用いた細胞株の中で、Jurkat 細胞は T 細胞受容体を発現している唯一の細胞株である。T 
細胞の機能に関して、最も重要な分子の 1 つは T 細胞受容体であり、 T 細胞受容体複合体を構成す
るタンパク質である CD3 の分布と PHB1 及び PHB2 の分布を比較した (図 7A)。PHB1 及び 
PHB2 は共に Jurkat 細胞表面において、不均一に分布し、さらに両分子は CD3 と共局在しているこ
とが分かった。この不均一な分布は検出に用いた 2 価の抗体による可能性もあり、PHB1の分布につい
ては、同タンパク質に特異的に結合するペプチド（CKGGRAKDC）を用いて、同様に検討した [35]。
その結果、1 価のペプチドによっても同様の分布が観察された (図 7B)。また、 PHBs は SPFH ドメ
インを有するタンパク質グループに属しており、このドメインを持つ分子は脂質ラフトに多く分布して
いるという報告とも矛盾しない [35, 42, 43]。また、これらの結果は細胞表面における PHBs が T 細
胞受容体を介したシグナル伝達に何らかの関与をしていることを示唆している。 
 
図 7： Jurkat 細胞における PHB1 及び PHB2 の分布 
(A) 抗CD3抗体、抗 PHB1、抗 PHB2 抗体及びそれらのコントロール抗体を用いてJurkat細胞の免疫染色を行った。細胞
を固定後、 DAPI を用いて核を染色した。(B) (A)と同様にPHB1の分布を、PHB1結合ビオチン化ペプチド (CKGGRAKDC) 
を用いて示した。 
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３−４：抗 PHB1 及び PHB2 抗体による TCR シグナル伝達の抑制 
  Jurkat 細胞を用いてTCR シグナル伝達における細胞表面の PHBs の関与を検討した。すなわち、
抗 CD3 抗体結合ビーズ を用いて細胞を刺激した場合と抗 PHB1-CD3 抗体結合ビーズあるいは抗 
PHB2-CD3 抗体結合ビーズを用いて Jurkat 細胞を処理した場合を比較し、抗 PHB1、PHB2 抗体の
影響を検討した。 コントロール実験にはアイソタイプコントロール抗体と抗 CD3 抗体を同一ビーズ上
に結合したビーズを用いた。Jurkat 細胞をこれらのビーズで処理し、 10 分後に回収した細胞の細胞抽
出液を SDS-PAGEし、続いてウェスタンブロッティングを行い、膜上のリン酸化 ERK1/2、 ERK1/2 
を検出した。その結果、抗 PHB1 抗体存在下で刺激した細胞では、ERK1/2 のリン酸化が 40% 減少
した。抗 PHB2 抗体存在下で刺激した細胞では、ERK1、 ERK2 のリン酸化がそれぞれ 20%、 30% 
減少した（図 8A(a)、 8B）。抗 CD3 結合ビーズと抗 PHBs 結合ビーズの混合物により Jurkat 細胞
を処理した場合、あるいは可溶型抗 PHBs 抗体と抗 CD3-ビーズを用いて処理した場合ではいずれも 
ERK1/2 のリン酸化の低下は認められなかった（図 8A (b, c)）。抗 PHBs 抗体と抗 CD3 抗体が適当な
位置に配置されているビーズのみ効果的であることは、TCR とPHB は免疫シナプスに共局在し、空間
的配置が重要であることを示唆している。Rajalingam らは、Ras と c-Raf の結合を仲介する分子が 
PHB1 であり、 c-Raf の活性化を伴う MAP キナーゼ経路の活性化に必須であることを明らかにした 
[38]。これらの報告は、細胞表面に発現した PHB1 が細胞内情報伝達において重要な役割を担っている
ことを示しており、細胞表面の PHBs は T 細胞の機能を調節する標的分子になり得ると考えられる。
Cytotoxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) 及び programmed death-1 (PD-1) も PHBs と同様に
活性化 T 細胞表面に誘導されることが報告されている [44-47]。 CTLA-4 は T 細胞上の CD28 と結
合し、抗原提示細胞における共刺激因子の1つである CD80/86 と CD28 の相互作用に拮抗することで 
T 細胞の活性を調節している [48, 49]。PD-1は PD-L1、PD-L2 と結合することで T 細胞シグナル伝
達を抑制する [49]。T 細胞受容体を介した細胞内シグナル伝達において、細胞表面の PHBs の役割は
明らかになっていないが、 T 細胞の活性化を伴う免疫疾患の制御を目的とした標的分子になり得ること
が期待される。 

















図8： TCR シグナル伝達における抗 PHB1 及び抗 PHB2 抗体の影響  
(A) 抗 PHBs-CD3 抗体結合ビーズ (a)、抗 CD3 抗体結合ビーズと抗 PHBs 抗体結合ビーズ (b)、あるいは可溶型の抗 
PHBs 抗体と抗 CD3 抗体結合ビーズ (c)を用いて Jurkat 細胞 (5x104 個)を処理した。コントロール実験は、抗 PHBs 抗
体のアイソタイプコントロール抗体を用いてそれぞれの条件で細胞を処理した。処理して 10 分後の細胞の細胞抽出液を
SDS-PAGE し、続いてウェスタンブロッティングを行い、リン酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2) 及び ERK1/2 を検出した。 (B) (A) 
のバンドの濃さを数値化し、コントロール抗体を用いた時のリン酸化 ERK1/ERK1 及びリン酸化 ERK2/ERK2 の値を１と
して抗PHB1 及び抗PHB2抗体の効果を相対値で示した。データは 4 回実験を行って得られた結果の平均値、エラーバー
は標準偏差を示す (n = 4, *p < 0.05)。■、リン酸化ERK1/ERK1。□、リン酸化ERK2/ERK2。 
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３−５：Siglec-9 と PHBs の相互作用による TCR シグナル伝達の抑制 
  抗原提示時に PHB のカウンターレセプターになることが予想される Siglec-9 について、TCR シグ
ナル伝達に対する影響を検討した。先ず、Jurkat 細胞を抗 CD3 抗体結合ビーズで刺激し、30 分後に
細胞を回収し、前項と同様に ERK1/2 のリン酸化を調べた (図 9A(a))。次に、前項の抗 PHB 抗体に
代わって Siglec-9 を用いて ERK1/2 のリン酸化に対する影響を検討した。Siglec-9-抗 CD3 抗体結合
ビーズ を用いて Jurkat 細胞を処理した時に、抗 CD3 抗体結合ビーズで刺激した場合と比較して顕著
に ERK1/2 のリン酸化が低下した（図 9A(b)）。抗 CD3 抗体ビーズと Siglec-9 結合ビーズの混合物
を用いた場合、あるいは可溶型の Siglec-9 の存在下で抗 CD3 抗体ビーズを用いた場合では ERK1/2 
のリン酸化の低下はほとんど認められなかった（図 9A(c, d)）。 
  次に、Jurkat 細胞の TCR シグナル伝達における ERK1/2 のリン酸化を、時間経過を追って解析す
るとともに、Siglec-9 の影響を検討した。抗 CD3 抗体結合ビーズの刺激による ERK1/2 リン酸化の
亢進は 30 分の時点で 最大となった。また、この時点において、 Siglec-9 により ERK1、 ERK2 の
リン酸化のレベルはそれぞれ 80%、 70% 減少した（図 9B、C）。これらの結果より、 Siglec-9 と T 細
胞上の PHBs の相互作用により TCR シグナル伝達が強く抑制されたものと考えられる。PHBs は 
ERK1/2 の上流のシグナル伝達分子である Ras と c-Raf の相互作用を仲介する分子とされており、 
c-Raf の活性化に必須であることが報告されている [38]。 従って、Jurkat 細胞の TCR シグナル伝達
への Siglec-9 の影響を c-Raf についても検討した。その結果、 ERK のリン酸化と同様に Siglec-9-
抗 CD3 抗体結合ビーズで Jurkat 細胞を処理した場合、リン酸化のレベルは 60% まで低下した（図 
9D、E）。Jurkat 細胞において T 細胞受容体を介した細胞内情報伝達は ERK のリン酸化を伴い、 IL-2 
の産生を誘導する [50, 51]。Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズ存在下で 48 時間培養し、培養上清中の 
IL-2 を測定すると、ERK のリン酸化レベルに呼応して、 IL-2 の産生量は顕著に低下した（図 9F）。 
Jurkat 細胞における IL-2 の産生には ERK のリン酸化が必須であり、IL-2 産生の低下は Siglec-9 
と PHBs の結合による TCR シグナル伝達の抑制に起因することが考えられる。 
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図 9： TCRシグナル伝達及び IL-2 の産生に対する Siglec-9 の影響 
(A) Jurkat 細胞 (5x104 個) を抗 CD3 抗体結合ビーズを用いて刺激した (a)。TCR シグナル伝達に対する Siglec-9 の影響
を検討する目的で、 Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズ (b)、 Siglec-9 結合ビーズ及び抗 CD3 抗体結合ビーズ (c)、あるい
は可溶型 Siglec-9 と抗 CD3 抗体結合ビーズ (d) により Jurkat 細胞を処理し、30 分後の細胞の細胞抽出液を 
SDS-PAGE し、続いてウェスタンブロッティングを行い、リン酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2) 及び ERK1/2 を検出した。 (B) 
Jurkat 細胞を抗 CD3 抗体結合ビーズ (Siglec-9: -) あるいは Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズ (Siglec-9: +) により処理し、
時間経過を追って細胞を回収し、同様にリン酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2) 及び ERK1/2 を検出した。 (C) (B) において、細胞
を処理後30分間経過した時のバンドの濃さを数値化し、抗 CD3 抗体結合ビーズを用いて処理した細胞（□）についてリン
酸化 ERL1/ERK1 及びリン酸化 ERK2/ERK2 の値を１として、Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズにより処理した細胞（■）
と比較した。データは 3 回実験を行って得られた結果の平均値、エラーバーは標準偏差を示す (n = 3, **p < 0.01)。 (D) （B）
と同様に Jurkat 細胞を処理し、 c-Raf のリン酸化に対する Siglec-9 の影響を示した。 (E) (C)と同様の手法により、リン
酸化 c-Raf/c-Rafの値を比較することにより Siglec-9 の影響を示した。データは 3 回実験を行って得られた結果の平均値、
エラーバーは標準偏差を示す (n = 3, *p < 0.05)。(F) Jurkat 細胞を抗 CD3 抗体結合ビーズあるいは Siglec-9-抗 CD3 抗体
結合ビーズ存在下で 48 時間培養し、培養上清の IL-2 量を棒グラフに示した。データは平均値、エラーバーは標準偏差を
示す (n = 4, **p < 0.01)。 
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３−６：Siglec-9 による TCR シグナル伝達の抑制に対する PHB1 ノックダウンの影響  
  Jurkat 細胞に発現する PHB1 の発現を抑制した PHB1 低発現株において、Siglec-9 による TCR 
シグナル伝達の抑制効果と PHB1 の発現低下による TCR シグナル伝達への影響について検討した。 
コントロールとしては luciferase 特異的 siRNA 導入細胞を用いた。PHB1 特異的 siRNA 導入後の 
Jurkat 細胞において、 PHB1 の発現は 40% 程度にまで減少した (図 10A)。コントロールの細胞に
おいては、前項にも示したように Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズで処理した細胞における ERK1/2 
のリン酸化は抗 CD3 抗体結合ビーズで処理した細胞における ERK1/2 のリン酸化と比較して有意に
低下した (図 10B (lanes 1、2)、C)。一方で、 PHB1 低発現細胞において、 Siglec-9-抗 CD3 抗体結
合ビーズ処理による有意な ERK1/2 のリン酸化の低下は認められなかった （図 10B（lanes 4、5）、C）。
これらの結果は、PHB1 の発現抑制により、Siglec-9 の結合に伴う ERK1/2 のリン酸化の抑制効果が
減少したことを示す。また、PHB1 は Ras と c-Raf の相互作用を仲介することから、 PHB1 低発現 
Jurkat 細胞において ERK1/2 のリン酸化レベルが低下することが予想されたが、抗 CD3 抗体により
誘導される ERK1/2 のリン酸化レベル自体についてはコントロールの細胞と PHB1 低発現 Jurkat 
細胞で差は認められなかった（図 10B（lanes 1、4））。Jurkat 細胞には c-Raf と併せて B-Raf も発
現しており、 B-Raf も ERK のリン酸化に関わること [52]、 B-Raf は PHB1 とは相互作用しないと
されていることから [38]、 PHB1 低発現 Jurkat 細胞においては、 B-Raf が ERK1/2 のリン酸化に
関与していることが予想される。 
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図 10： Siglec-9 による TCR シグナル伝達の抑制に対する PHB1 ノックダウンの影響 
(A) PHB1 特異的 siRNA （siPHB1） あるいはコントロール siRNA （siLuc） を導入した Jurkat 細胞の抽出液を 
SDS-PAGE し、続いてウェスタンブロッティングを行い、 PHB1 及び β-actin を検出した。 (B) PHB1 低発現 Jurkat 細
胞を抗 CD3 抗体結合ビーズ あるいは Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズ で処理した。30 分後に細胞を回収し、細胞抽出
液をSDS-PAGE し、続いてウェスタンブロッティングを行い、リン酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2) 及び ERK1/2 を検出した。 
(C) コントロール (a、c) あるいは PHB1 低発現 Jurkat 細胞 (b、d) について、(B) で得られたバンドの濃さを数値化し、
リン酸化 ERK1/ERK1 (a、b)、及びリン酸化 ERK2/ERK2 (c、d) の値を比較した。抗 CD3 抗体結合ビーズを用いて処理
した細胞（□）についてリン酸化 ERK1/ERK1及びリン酸化ERK2/ERK2の値を１として、Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビー
ズにより処理した細胞（■）と比較した。データは 4 回実験を行って得られた結果の平均値、エラーバーは標準偏差を示す 
(n = 4、*p < 0.05、NS=not significant)。  
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３−７：ヒト末梢血 T 細胞における TCR シグナル伝達への Siglec-9 の影響 
  前述したように、ヒト末梢血より調製した T 細胞におけるPHBsの発現は PMA 及びイオノマイシ
ンで刺激して 48 時間後に最大となった。しかしながらこれらの物質によるT細胞の活性化は、生体内
で起こる活性化とは大きく異なることから、我々は末梢血より調製した T 細胞を、生理的状況下で起こ
る免疫応答に近い条件である抗 CD3/CD28 抗体を用いて刺激し、細胞表面に PHBs を誘導した（活性
化 T 細胞）。また、コントロールとして、末梢血より調製した T 細胞を未刺激のまま用いた (未刺激 T 
細胞)。なお、活性化 T 細胞については、抗 CD3/CD28 抗体で刺激し、40 時間後に細胞を回収し、さ
らに培地中で 5 時間培養した細胞を用いた。5 時間の休止時間は、 抗CD3抗体による再刺激の効果を
高めるために設定した。全 PHBs の発現量は未刺激の T 細胞と同等であったが、ビオチン標識によっ
て得られた細胞表面の PHB1、2は未刺激 T 細胞では検出されなかったが、活性化 T 細胞では発現が
認められた (図 11A)。細胞のダメージ等によりビオチン化された細胞内成分の有無を β-actin を対象に
して調べた。ビオチン標識された β-actin は検出されず、細胞のダメージは無いことが分かった。調製
した 2 種の細胞について、抗 CD3 抗体結合ビーズで刺激し ERK1/2 のリン酸化を伴う TCR シグナ
ル伝達を誘導した。また、 Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズを用いて処理し、Siglec-9 の影響を検討し
た。この系では、ERK1 のリン酸化のレベルが低かったため、ERK2 のリン酸化について検討した。細
胞表面に PHBs の発現を誘導した 活性化 T 細胞 においては、抗 CD3 抗体刺激による ERK2 のリ
ン酸化が Siglec-9 の共存により有意に低下した。 未刺激 T 細胞においては、Siglec-9 存在下において
も ERK2 のリン酸化に変化は認められなかった (図 11B、C)。 Jurkat 細胞で認められた IL-2 の産
生については、上述した活性化の条件では検出限界以下であったが、 IFN-γ については、ELISPOT ア
ッセイにより IFN-γ 産生細胞数を比較したところ、 Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズ で処理した細胞
では、抗 CD3 抗体結合ビーズ で刺激した細胞と比較して有意にその産生細胞数が減少した (図 12)。 
	 Jurkat 細胞あるいは、細胞表面に PHBs を誘導したヒト末梢血 T 細胞においても Siglec-9 と 
PHBs の相互作用が TCR シグナル伝達を抑制していることがわかった。これらの結果は、 Siglec-9 と 
PHBs の相互作用は新たな免疫応答の調節機構であることを強く示唆している。  
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図 11：ヒト末梢血 T 細胞における TCR シグナル伝達の Siglec-9 による抑制  
(A)ヒト末梢血より調製した T 細胞の一部を、抗 CD3 抗体及び抗 CD28 抗体により活性化した。一部の未刺激 T 細胞、
及び活性化 T 細胞の細胞抽出液を、 SDS-PAGE の試料とした。また、別の一部の未刺激 T 細胞、及び活性化 T 細胞の
細胞表面タンパク質をビオチン標識し、細胞抽出液より streptavidin-Sepharose を用いて細胞表面タンパク質を調製し、 
SDS-PAGE の試料とした。SDS-PAGE 後、ウェスタンブロッティングを行い、 PHB1、 PHB2、及び β-actin を検出し
た。 F、未刺激T細胞。P、活性化T細胞。(B) 未刺激 T 細胞、及び活性化 T 細胞を抗 CD3 抗体結合ビーズ あるいは 
Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズで処理し、30分後に細胞を回収した。それぞれの細胞抽出液をSDS-PAGE し、続いてウ
ェスタンブロッティングを行い、リン酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2) 及び ERK1/2 を検出した。 (C) (B) の活性化T細胞におい
て得られたバンドの濃さを数値化し、抗 CD3 抗体結合ビーズを用いて処理した細胞（□）についてリン酸化 ERK2/ERK2
の値を１として、Siglec-9-抗 CD3 抗体結合ビーズにより処理した細胞（■）と比較した。データは 4 回実験を行って得ら
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図 12： ヒト末梢血 T 細胞における IFN-γ の産生の Siglec-9 による抑制 
(A) 未刺激 T 細胞及び活性化 T 細胞をコントロールビーズ （a）、抗 CD3 抗体結合ビーズ（b）、あるいは Siglec-9-抗 CD3 
抗体結合ビーズ（c）存在下で 48 時間培養し、IFN-γ 産生細胞を ELISPOT 法により検出した。 （B） IFN-γ 産生細胞を
示すスポットを計測し棒グラフに示した。データは平均値、エラーバーは標準偏差を示す (n = 3、**p < 0.01)。 
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４：考察 






複数の T 細胞株の細胞表面に共通して認められる 28kDa 及び 31kDa の Siglec-9 結合タンパク質
を見い出した。質量分析の結果、これらのタンパク質はそれぞれ PHB1、PHB2 であることが明確とな
ったが、ヒト末梢血 T 細胞やマウス脾臓 T 細胞の細胞表面には検出されなかった。T 細胞上のアクセ
サリー分子である CTLA-4 や PD-1 のように、活性化に伴って細胞表面に発現が誘導される可能性を
検討する目的で、PMA 及びイオノマイシン処理による活性化 T 細胞における PHBs の発現誘導を検
討した。ヒト末梢血及びマウス脾臓由来 T 細胞のいずれにおいても 24 時間後に PHBs の発現が誘導
され、48 時間後に最大となった。また、その多くは細胞表面にも誘導された (図 4、 5)。その誘導の時
間的経緯は CTLA-4 や PD-1 と近似しており、T 細胞の活性化レベルの調節に関与することが示唆さ
れた。 
	 次に PHBs と Siglec-9 の相互作用について検討した。Siglec-9 はシアル酸を認識するレクチンとし
て知られていることから、シアル酸を介した結合の可能性について検討した。一般的に、ミトコンドリ
アを構成するタンパク質は糖鎖を持たない可能性が高いが、PHB1 は N 型糖鎖が付加される可能性の
あるトリプレット構造を持つことから、糖鎖の有無は未検討であるが、過ヨウ素酸処理によりシアル酸
残基の開裂を試みた。過ヨウ素酸処理後、さらに細胞表面タンパク質をビオチンにより標識した Molt-3 
細胞の細胞抽出液より Siglec-9 結合タンパク質を検出した。その結果、過ヨウ素酸処理後も Siglec-9 は 
細胞表面に発現した PHBs と結合することが分かった（図 3B）。従って、 Siglec-9 の PHBs への結
合は、従来報告されている糖鎖への結合ではなく、ペプチド間の結合であることが示唆された。実際に、 
Siglec-5 及び Siglec-6 はシアル酸非依存的に、それぞれ cell wall-anchored β protein [9] 及び leptin 
[53] に結合することが報告されている。 Siglec-9 の Arg120 はシアル酸残基の認識に必須であることが
報告されているが [41]、Arg120 を Ala に置換した変異型 Siglec-9、及び Arg120 を含む V-set 領域を
欠く欠損型 Siglec-9 を調製し、 PHBs との結合を検討した。前述したように、 Siglec-9 と PHBs の
結合にシアル酸は関与していないことが予想されるが、本研究で調製した変異型及び欠損型 Siglec-9 の 
PHBs への結合も認められなかった（図 3）。 Siglec-9によるシアル酸残基の認識は、 Arg120 の陽性荷
電とシアル酸残基の持つ陰性荷電が関与していることから、 PHBs のペプチド鎖上の陰性荷電が結合に
関与していることが示唆される。事実、 PHB1 の分子内に陰性荷電のクラスターが複数存在しているこ
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とが報告されている [54]。酵母の PHBs はヘテロ二量体を形成しており、さらにその二量体が会合し
リング状の構造をしていることが報告されている [27]。細胞表面における、プロヒビチンの存在様式は
未解明であるが、 Jurkat 細胞抽出液を Sephadex-G75に通すと、 PHBs は素通り画分に溶出された。
すなわち、 PHBs はヘテロ二量体よりも大きい分子複合体を形成していることが示唆された（図 6）。
このように、Siglec-9 は PHBs の分子複合体中の表面に存在する陰性荷電のクラスターに結合する可能
性が高い。両者の結合に関する詳細な研究は現在進行中である。また、 Siglec-9 の他のシス、あるいは
トランスリガンドによる PHBs の結合に対する影響の有無についても今後の研究により明らかにする
必要がある。 T 細胞表面のシアル酸の発現は T 細胞の活性化や分化に伴いその発現が変化することが
報告されている [55-58]。例えば、 T 細胞へのマウス Siglec-E の結合は T 細胞を活性化して 24 時
間後に劇的に増加することが報告されている [59]。樹状細胞やマクロファージの細胞表面に発現してい
る Siglec-9 のシスリガンドはトランスリガンドとの結合を調節していると考えられている。しかしなが
ら、 Collins らは B 細胞表面の Siglec-2 が T 細胞と相互作用する際、その接触領域に Siglec-2 及び
トランスリガンドが局在することにより親和性が増し、トランスリガンドとの結合が優位になることを
報告している [60]。このように、Siglec-9 と PHBs の相互作用には他の様々な要素が関与する可能性
がある。 
	 細胞表面における PHBs の発現は腸管上皮細胞、脂肪細胞でも見い出されている [34, 61]。PHBs が
細胞表面に誘導される機構については明らかになっていないが、 PHBs はミトコンドリアと細胞膜の間
を移動することが提唱されている [30, 35]。 Stomatin-like protein-2 (SLP-2) は Stomatin グループに
属するタンパク質で、 PHBs と類似した特徴を持っている。 SLP-2 はヒト T 細胞において、 PHBs 
と同様にマイクロドメインに分布している [62, 63]。 SLP-2 もミトコンドリアに存在することが報告さ
れているタンパク質であるが、細胞膜においても SLP-2 が豊富に存在する領域がある [64]。さらに、 
SLP-2 は細胞膜において巨大なタンパク質複合体を形成し、 T 細胞受容体を介したシグナル伝達を維
持することで T 細胞の活性化に寄与している [63]。SLP-2 はミトコンドリアにおいても PHBs を含
むタンパク質複合体を形成することが報告されているが、細胞表面において形成される複合体に PHBs 
が含まれているかどうかは明らかにはなっていない [64]。これらの報告と、細胞表面の PHBs が T 細
胞受容体の構成分子である CD3 と共局在していることから、 SLP-2 と PHBs は共通の機構で細胞膜
に誘導され、共に TCR シグナル伝達に寄与していることが示唆される。 
  T 細胞において ERK シグナル伝達経路は、サイトカイン産生、細胞傷害活性、生存、細胞死、及び
細胞増殖に関与している [65, 66]。 TCR の刺激は Ras を GDP 結合型から活性型である GTP 結合
型への変化を誘導する [67]。活性化した Ras は細胞膜に c-Raf を誘導し、 c-Raf を活性化する。 c-Raf 
は ERK1/2 の活性化を担う分子であり、 ERK1/2 のリン酸化は IL-2 の産生に必須である [51]。 
ERK のリン酸化を伴うシグナル伝達経路への PHBs の関与についてはいくつかの報告がある。
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Salmonella typhi 上の Vi polysaccharide は腸管上皮細胞上の PHBs と相互作用し、炎症反応を抑制
する [34]。さらに、 PHB1 は Ras と c-Raf の結合を仲介することで ERK1/2 細胞内情報伝達を制
御している [38]。哺乳類細胞の Raf グループには c-Raf （Raf-1）、 A-Raf、 B-Raf が属している [68]。 
Siglec-9 は Jurkat 細胞において c-Raf のリン酸化を抑制した。これは、Siglec-9 と PHB1 の結合に
より、 Ras と c-Raf の相互作用が阻害されたことに起因すると考えられる。 PHB1 はまた c-Raf と
直接結合することも報告されている [38]。 PHBs による細胞内情報伝達調節機構をより詳細に検討す
る目的で、 siRNA により、 Jurkat 細胞における PHB1 の発現の抑制を試みた。 PHB1 特異的な 
siRNA の導入により PHB1 の発現は 40% にまで低下した (図 10A)。 Siglec-9 の結合に伴う
ERK1/2のリン酸化の抑制については、PHB1 の発現低下によりその抑制効果も低下した (図 10B、C)。
また、Siglec-9 による抑制効果は PHB を細胞表面に発現している活性化ヒト末梢血 T 細胞では認め
られるが、PHB を発現していない未刺激ヒト末梢血 T細胞では認められなかった (図 11B、C)。これ
らの結果は Siglec-9 と PHB の相互作用が TCR シグナル伝達を抑制することを明確に示している。 
  一方、PHB1 は Ras と c-Raf の相互作用を仲介することから、 PHB1 のノックダウンにより 
ERK1/2 のリン酸化レベルが低下することが予想されたが、抗 CD3 抗体により誘導される ERK1/2 
のリン酸化レベルに変化は無かった。 B-Raf は PHB1 とは結合しないが、 c-Raf 非存在下において
その機能を補完することが報告されている [52, 69]。 PHB1 ノックダウン細胞において、抗 CD3 抗体
刺激による ERK1/2 のリン酸化に変化が認められなかった要因は B-Raf の代償作用の可能性が高い。
細胞表面における PHBs の有無に拘らず、未刺激及び活性化ヒト末梢血 T 細胞において抗 CD3 抗体
により同レベルの ERK1/2 のリン酸化が認められたことも上記の報告に合致する。活性化した T 細胞
や Jurkat 細胞では、細胞膜への PHBs の誘導に伴い T 細胞受容体を介したシグナル伝達に寄与する
タンパク質複合体に PHBs が組み込まれることで Ras-(PHB)-c-Raf-MEK-ERK シグナル伝達経路が
加わり、 Ras-B-Raf-MEK-ERK シグナル伝達経路に置き換わると考えられる。そのため、抗体や 
Siglec-9 処理による PHBs あるいはこの複合体の構造変化が情報伝達に関わる分子の配置を乱した結
果、T 細胞受容体を介したシグナル伝達が劇的に阻害されたと考えられる。時間の経過に伴い、再び 
B-Raf が c-Raf の機能を補完するということも考えられるが、ERK のリン酸化の減少と同様に 
Siglec-9 処理によりサイトカインの産生も抑制されていることから、活性化 T 細胞上の PHBs と抗原
提示細胞上の Siglec-9 の相互作用は免疫応答の調節機能を有している。実際の免疫応答における両分子
の相互作用によるシグナル伝達の詳細については検討中である。 
  PHBs の細胞表面における発現は、T 細胞の刺激後 48 時間から 72 時間にわたって認められた。こ
の時間的経緯から、抗原提示機能が十分に発揮された後に T 細胞表面に PHBs が誘導され、 Siglec-9 
と相互作用することで T 細胞の機能を調節しているものと考えられる（図 13）。 CTLA-4 及び PD-1 
もまた、PHBs と同様に活性化 T 細胞表面に誘導される分子であり TCR シグナル伝達の調節に関与
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している [45-47, 70]。 IL-2 の産生は ERK1/2 依存性の T 細胞の活性化によって起こる最も重要なT
細胞の機能の１つである。 Siglec-9 存在下では、 ERK1/2 のリン酸化のみならず IL-2 の産生も抑制
されていることが分かった。また、末梢血より調製した T 細胞においても同様に、 Siglec-9 存在下に
おいて、 ERK1/2 のリン酸化の低下に伴って IFN-γ の産生の低下が認められた。これらの結果より、 
PHBs と Siglec-9 の相互作用はT細胞の活性化のレベルを決める上で CTLA-4 と CD28 及び PD-1 
と PD-L1、PD-L2 の相互作用と同様に重要な調節機構であると考えられる。本研究では、人工の抗原
提示細胞として、抗 CD3 抗体を結合したビーズを人工抗原提示細胞として用いた。実際の抗原提示細
胞上に発現した Siglec-9 が PHBs と結合することで、その細胞内情報伝達を抑制するかどうかについ
ては今後検討する必要がある。生理的条件下における Siglec-9 の機能の検証とは別に、 Siglec-9 と同
様に、抗 PHBs 抗体によっても TCR シグナルの抑制が認められ、細胞表面に発現している PHBs は
種々の免疫疾患の治療におけるターゲット分子になることが期待される。活性化 T 細胞のみならず、 T 
細胞系悪性リンパ腫細胞株についても本研究で用いた全ての細胞株において細胞表面における PHBs 
の発現が認められた。さらに、B 細胞株である Ramos、 Daudi 細胞においても同様に細胞表面に 
















図 13 抗原提示における Siglec-9 を介する新たな活性化調節機構モデル  
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